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Uso de anfotericina B como antifdngico no meio
de cultura para células pulpares humanas

Use of amphotericin B as antifungal agent in a culture medium

for human dental pulp cells

Resumo

Obijetivo: O presente trabalho tem como objetivo avaliar o comportamento de células da
polpa, de terceiros molares humanos, cultivadas na presenga ou auséncia de um antifingico
(anfotericina B).

Metodologia: As células pulpares foram obtidas de seis terceiros molares inclusos, apés
extragdo por motivos ortodénticos. A polpa foi cortada em fragmentos e estes foram
incubados a 37°C, por 60 minutos, em solucdo tampéo contendo 0,2% de colagenase. A
suspensdo de células foi dividida em 2 tubos e centrifugada, sendo um pellet ressuspenso
em meio — DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 unidades/mL de
penicilina, 100ug/mL de estreptomicina, 0,45ug/mL de gentamicina e 3,7mg/L HEPES, e
o outro ressuspenso no mesmo meio, porém contendo 2,5ug/ml de anfotericina B. As

células foram semeadas em placas de cultura pldsticas e incubadas em atmosfera 5% de
CO,/95% de ar a 37°C.

Resultados: Dos seis dentes testados, dois ndo apresentaram crescimento celular em
qualquer dos meios testados. Nos demais quatro dentes, houve crescimento celular em
ambos meios, sendo este mais proeminente no meio sem anfotericina B.

Conclusdo: Apesar da anfotericina B ser importante para a prevengéo de contaminacées
por fungos, concluiu-se que esta dificulta o estabelecimento de células pulpares humanas
em cultura.
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Abstract

Purpose: The aim of the present work is to evaluate the behavior (survival and proliferation)
of human third molar pulp cells cultivated in the presence or absence of amphotericin B.

Methods: The cells were obtained from six impacted third molars extracted for orthodontic
reasons. The pulp was minced into pieces, which were incubated at 37°C for 60 minutes
in buffer containing 0.2% collagenase. The cell suspension was divided into two tubes,
centrifuged, and resuspensed in DMEM medium, supplemented with 10% fetal bovine serum,
100 units/mL penicillin, 100ug/mL streptomycin, 0.45ug/mL gentamincin, and 3.7mg/L
HEPES with or without 2.5ug/mL of amphotericin B. The cells were plated in plastic culture
dishes and incubated with 5% CO,/95% air at 37°C.

Results: Two out of the six tooth samples did not growth at any of the tested media. The
other four samples growth in both media. The growth was more effective in the medium
without amphotericin B.

Conclusions: Although amphotericin B may prevent fungal contamination, it was concluded
that amphotericin B may difficult the culture of human pulp cells.
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Introducéo

Entre os principais tipos microbianos que contaminam as
culturas celulares encontram-se bactérias, fungos, mico-
plasmas e virus. Para evitar contaminagdes sao adicionados
antimicrobianos aos meios de cultura, tais como anfotericina
B, penicilina, estreptomicina e gentamicina. A adig¢do de
antimicrobianos aos meios de cultura deve ser criterio-
samente realizada, pois estes devem apresentar simultanea-
mente um amplo espectro de agdo e um minimo efeito
nocivo para o cultivo.

Para o estabelecimento de um sistema de cultura de células
pulpares de terceiros molares humanos deve-se ainda evitar
a contaminagdo pela microbiota bucal normal, no momento
da coleta do material. A boca ¢ um ambiente naturalmente
séptico onde se encontram mais de 350 espécies bacterianas,
além de fungos, protozoarios ¢ virus (1).

Diferentes estratégias de uso de antimicrobianos sdo em-
pregadas em sistemas de cultivo de células pulpares hu-
manas. Para obterem uma agdo antifingica e antimicro-
biana, Shirakawa et al. (2) e Tjaderhane et al. (3) adicio-
naram 2,5pg/mL de fungizona (anfotericina B), 100 unida-
des/mL de penicilina e 100pg/mL de estreptomicina ao
meio de cultura de células pulpares humanas. Por sua vez,
Palosaari et al. (4) ndo s6 adicionaram ao meio de cultura
100 unidades/mL de penicilina e 100pg/mL de estrepto-
micina como também dois antifiingicos (0,25ug/mL de
anfotericina B ¢ 50UI/mL de nistatina). Por outro lado,
Gronthos et al. (5,6), Batouli et al. (7) e Saito et al. (8) ndo
adicionaram antifiingicos ao meio de cultura; os autores
adicionaram 100 unidades/mL de penicilina ¢ 100pug/mL
de estreptomicina.

Com relagdo a contaminagéo por fungos, a anfotericina B ¢
um dos antifingicos mais antigos ¢ é considerada a droga
de referéncia para o tratamento da maioria das infecgdes
fungicas (9,10). Seu efeito antifungico se da mediante a
interagdo direta com o ergosterol da membrana celular
fungica (10). A anfotericina B ndo interfere na sintese da
membrana, mas sim a desestabiliza, facilitando a formagao
de fendas que permitem a perda de ions e componentes
celulares (11,10).

Convém salientar que a anfotericina B ¢ capaz de se ligar
ao colesterol da membrana das células humanas (9) e induzir
efluxo de potassio (K*) (12,13) e também apoptose em
células eucarioticas (12). Marklund et al. (13) demonstraram
que a anfotericina B aumenta significativamente o efluxo
de K* em células P31 (linhagem de células humanas de
mesotelioma pulmonar) em cultura. Dessa forma, justifica-
se avaliar o comportamento (viabilidade e proliferacdo) das
células da polpa, de terceiros molares humanos, cultivadas
em meio de cultura na presenga ou auséncia deste medi-
camento.

Metodologia

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da UFRGS. As
células pulpares foram obtidas de seis terceiros molares
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humanos inclusos, com raiz completamente formada, apos
terem sido extraidos (sem odontossec¢do) por motivos
ortodonticos, na Disciplina de Cirurgia da Faculdade de
Odontologia da PUCRS. Foram incluidos no estudo
pacientes com idades entre 20 e 21 anos, que nio apre-
sentavam comprometimento de saude de ordem sistémica.
As diretrizes e normas que regulamentam as pesquisas
envolvendo seres humanos foram seguidas de acordo com
Goldim (14). Os pacientes foram esclarecidos sobre os
objetivos do presente estudo e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido, doando os dentes ex-
traidos para a realizacdo do experimento.

Imediatamente apos a extrag@o, os dentes foram colocados
em frascos contendo meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle medium, Gibco, New York, EUA) suplemen-
tado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 0,45pg/mL de
gentamicina (Garamicina, Shering-Plought, Rio de Janeiro,
Brasil) e 2,5pg/mL anfotericina B (fungizone, Gibco). Um
sulco horizontal de 2mm de profundidade foi feito na su-
perficie radicular, abaixo da jun¢do cemento-esmalte, com
uma ponta diamantada, em alta rotacdo e sob refrigeracao,
ao lado da chama de uma lamparina. Imediatamente apos,
o dente foi transportado para o Instituto de Genética da
UFRGS. Os procedimentos foram realizados em uma capela
de fluxo laminar, sob condi¢des estéreis. A coroa foi
separada da raiz por meio de formao e martelo e a polpa foi
cortada com uma lamina de bisturi em pequenos fragmentos.
Os fragmentos de tecido foram incubados a 37°C, por
60 minutos, em tampao contendo 25mmol/L HEPES (N-2
Hidroxietil piperazine — N’- 2 acido sulfoénico etano pH 7,4
[Gibco]), 10mmol/L NaH,PO, (fosfato de sddio monobasico
[Nuclear, Sao Paulo, Brasil]), 100mmol/L NaCl (cloreto de
sodio [Dinamica, Sdo Paulo, Brasil]), 3mmol/L KH,PO,
(fosfato de potassio (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil]),
Immol/L CacCl, (cloreto de calcio [Synth, Sdo Paulo]),
24mmol/L KCI (cloreto de potéssio [Synth]), 0,5% de gli-
cose (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), 12mmol/L de manitol
(Synth), 0,2% de albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich),
45png/mL de gentamicina (Garamicina, Shering-Plought) e
0,2% de colagenase bacteriana (Gibco). A suspensdo de
células foi dividida igualmente em dois tubos e centrifuga-
da a 800g por 10 minutos a 4°C. O material resultante foi
ressuspenso nos seguintes meios: Meio A: 1,5mL de meio
DMEM (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Gibco), 100 unidades/mL de penicilina/100pg/mL
de estreptomicina (Gibco), 0,45ug/mL de gentamicina
(Garamicina, Shering-Plought) e 3,7mg/L HEPES (Gibco);
e meio B: meio A acrescido de 2,5ug/mL de anfotericina B
(fungizone, Gibco).

A ressuspensdo tanto para o meio A quanto para o meio B
foi realizada em placas de cultura plasticas (TPP, Tra-
sadigen, Suica) de 24 pogos, e estas foram incubadas em
atmosfera 5% de CO,/95% de ar a 37°C. As células de cada
poco foram mantidas separadamente em culturas mono-
camada. Quando as células tornaram-se confluentes, estas
foram colhidas com tripsina (0,5%)/EDTA10X (5,3mM)
(Sigma-Aldrich) em meio Hank’s livre de célcio e magnésio

Rev. odonto ciénc. 2008;23(1):58-62 59



Anfotericina B como antifiingico de meio de cultura

(Sigma-Aldrich) e transferidas para subculturas, na razéo
1:2, no respectivo meio de cultivo. Os meios de cultura
foram trocados a cada trés dias.

Tanto os meios utilizados no experimento quanto o tampao
para dissociag@o celular foram preparados e filtrados em
uma capela de fluxo laminar, ao lado da chama de uma
lamparina e armazenados. Todos os dentes foram pro-
cessados com os meios armazenados, ndo ocorrendo
variag¢do no lote do material ou no preparo dos meios. As
células foram observadas ao microscopio de campo
invertido AxioVert 25 (Zeiss, Alemanha).

Resultados

A polpa coronaria, de todos os seis dentes, apresentava-se
rigida, resistente ao corte, com coloragdo rdosea e superficie
lisa.

No grupo controle, o qual as células foram cultivadas no
meio A (sem anfotericinaB), em dois casos ndo houve
crescimento celular, em trés casos havia poucas células
e estas ndo proliferaram e em um caso as células se
organizaram em pequenos nucleos de crescimento (Fig.1A)
e tornaram-se confluentes. Apds o primeiro repique, em dois
novos pogos as células ndo se organizaram em nucleos de
crescimento, mas ficaram dispersas por toda a placa
(Fig.1B). Estas se tornaram confluentes, formando um
grande tapete celular (Fig.1C). Apos sete dias foi realizado

um novo repique, porém, as células de cada pogo foram
repicadas em dois novos po¢os, sendo um no meio A e outro
no meio B, dando origem novamente a dois grupos teste.
Dos dois pogos cultivados no meio B, um nitidamente
apresentava-se, apos uma semana, com 0 mesmo numero
de células que os pocos cultivados no meio A (células
confluentes com formacdo de tapete celular). No outro,
porém, as células ndo se tornaram confluentes. Foi realizado
novo repique em todos os pocos mantendo os dois grupos
teste. Apds uma semana, as células cultivadas no meio A
apresentavam-se em condi¢des para um proximo repique e
as células cultivadas no meio B, ndo se multiplicaram,
inviabilizando futuros repiques. Na sétima passagem, foi
possivel observar uma diminui¢do na capacidade proli-
ferativa das células cultivadas no meio A. A morfologia
celular variou de células afiladas e estreladas. Observa-
ram-se ainda muitas mitoses, células com ntcleos avolu-
mados e nucléolos bem evidentes e, também, a producao
de granulos no citoplasma que se desprendiam para o meio
extracelular (Fig.1D).

No grupo teste, o qual as células foram cultivadas no
meio B (com anfotericina B), em dois casos ndo houve
crescimento celular, em dois casos havia poucas células
e estas ndo proliferaram e em dois casos as células
inicialmente organizaram-se em pequenos nucleos de cres-
cimento, porém apds o primeiro repique, ndo prolife-
raram.

Fig.1. Células cultivadas no meio A. (A) Formacédo inicial de nicleos de crescimento. Visualizagdo em microscopia de contraste
de fase, aumento 50X. (B) Distribuicdo celular apés os repiques. Visualizagdo em microscopia de contraste de fase, aumento 50X.
(C) Células confluentes e formacéo de um grande tapete celular. Visualizagdo em microscopia de contraste de fase, aumento
50X. (D) Células afiladas e estreladas, com nicleos avolumados e nucléolos bem evidentes (200X). Visualizagdo em microscopia

de contraste de fase, aumento 200X.
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Discussdo

Apesar de Shirakawa et al. (2) e Tjaderhane et al. (3) terem
obtido sucesso no estabelecimento de culturas de células
pulpares humanas utilizando 2,5pug/mL de anfotericina B,
isso ndo foi possivel no presente experimento. Até mesmo
as células que estavam proliferando no meio A (sem
anfotericina B), quando repicadas no meio B, apresentaram
comportamento proliferativo menor. A anfotericina B ¢
citotoxica para células eucarioticas, segundo Hoeprich (9),
Marklund et al. (12) e Marklund et al. (13). Essa agdo
citotoxica pode explicar a dificuldade de crescimento das
células da polpa de terceiros molares humanos nos meios
de cultura com anfotericina B.

Niao foi objetivo do trabalho avaliar a necessidade da
anfotericina B no meio de cultura que foi utilizado como
transporte, mas sim nos meios de cultura utilizados para
incubacdo. Para todos os dentes, foram utilizados meios de
transporte contendo anfotericina B, pois o sulco feito no
dente, apesar de criteriosos cuidados de assepsia, foi
realizado fora da capela de fluxo laminar, ao lado da chama
de uma lamparina, em um laboratério odontologico. E licito
dizer que os laboratorios odontologicos sdo ambientes
sépticos ¢ o aerossol produzido pela caneta de alta rotagdo
ao aciona-la é contaminado. No entanto, o fato do meio de
transporte conter anfotericina B deve ser investigado, uma
vez que em apenas um dente e no meio sem anfotericina B
foi possivel o estabelecimento da cultura das células
pulpares.

O estabelecimento da cultura, nesse experimento, foi obtido
na presenga de 100 unidades/mL de penicilina/100pg/mL
de estreptomicina e 45ug/mL de gentamicina ao meio de
cultura. A penicilina e a estreptomicina exercem agao
antibacteriana tanto para bactérias Gram+ quanto Gram- ¢
a gentamicina exerce sua agdo sobre micoplasmas (15). A
deteccdo da contaminacdo da cultura por micoplasma ¢
dificil e exige a utilizagdo de técnicas especificas. Além
disso, os efeitos da contaminagdo por micoplasma incluem
redugdo nas taxas de crescimento, alteragdes morfologicas,
aberragdes cromossomicas ¢ alteragdes no metabolismo dos
aminoacidos e dos acidos nucléicos. Entretanto, convém
ressaltar que a freqiiente inclusdo dos aminoglicosideos aos
meios de cultura para combater a contaminagao de bactérias
¢ micoplasmas pode explicar a emergéncia de Mycoplasma
fermentans resistente (15). Segundo Cumino et al. (16), o
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uso indiscriminado de antibioticos pode levar ao desen-
volvimento de cepas de micoplasmas resistentes.

No presente experimento, para evitar mudangas bruscas
de pH foram adicionados 3,7mg/L de HEPES no meio de
cultura, pois esta ¢ uma solugdo com elevada capacidade
tamponadora.

No estudo realizado por Shirakawa et al. (2) foram utili-
zadas placas de seis pogos. Neste experimento foram
utilizadas placas de 24 pocos. Estas placas apresentam
pocos menores e foram selecionadas, pois como as células
da polpa do mesmo dente deveriam dar origem a duas
culturas iniciais, o numero de células seria muito reduzido
para ser cultivado em pogos que requerem grandes volumes.
As células necessitam para se estabelecerem, além das
condigdes de cultura de sinalizac¢des intercelulares. A baixa
densidade celular (pobre sinaliza¢do) pode ser uma razao
para a auséncia de estabelecimento celular em alguns dos
dentes testados. Uma vez que a metodologia foi repetida
criteriosamente em todas as amostras a variavel pode estar
na propria amostra. Nao foi possivel correlacionar qualquer
fator como sexo, idade, aspecto visual da polpa corondria,
grau de formacdo da raiz e se o dente era um terceiro molar
superior ou inferior com o estabelecimento das células
pulpares em cultura. E de se destacar que o estudo de
Shirakawa et al. (2) foi realizado a partir de células de
quatro terceiros molares, sugerindo que os autores também
podem ter encontrado dificuldades no estabelecimento das
células pulpares em cultura devido ao ntimero reduzido
da amostra. Além disso, na metodologia utilizada por
Shirakawa et al. (2) ndo estd descrita a temperatura de
centrifugacdo, apos a utilizacdo do tampao com colagenase.
Nesse experimento as condig¢des ideais para a realizagdo
desta centrifugacdo foram obtidas na temperatura de 4°C.
Como as células cultivadas sdo aderentes, a baixa tem-
peratura impede que se percam células por aderéncia das
mesmas as paredes do tubo. Outros estudos devem dar
continuidade ao estabelecimento das células da polpa de
humanos em cultura, uma vez que este modelo permite a
realizacdo de inumeras investigagdes.

Conclusdao

Os achados sugerem que a anfotericina B pode dificul-
tar o estabelecimento de células pulpares humanas em
cultura.
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